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内 容 摘 要 
 
TNF 信号通路与很多人类疾病密切相关。其中，TNF 介导的细胞凋亡与坏
死在机体免疫和炎症反应等方面有很重要的作用，也是目前先天免疫学的研究
热点之一。L929 细胞作为常用细胞系，在 TNF 诱导的细胞死亡的研究中被广泛
使用。本研究以 TNF 信号通路各复合物的调控机制为研究对象，利用 SWATH
定量质谱技术分析了 TNF-R1 相互作用蛋白复合物、RIPK1 相互作用蛋白复合
物、NEMO 相互作用蛋白复合物、RIPK3 相互作用蛋白复合物和 MLKL 相互作
用蛋白复合物等使用免疫共沉淀纯化得到的蛋白样品。通过对以上蛋白复合物
一系列 TNF 处理时间点的样品的 SWATH 定量数据进行分析，鉴定到了 16 个未
被报道的参与 TNF 信号通路的新蛋白。进一步，其利用 CRISPR-Cas9 基因敲除
和蛋白 Pulldown 等方法验证了鉴定到的新蛋白是否参与 TNF 诱导的 L929 细胞
死亡调控。最后，我们发现 DCAKD 敲除可以部分地影响 TNF 诱导的 L929 细
胞死亡，具体机制本课题组正在进一步研究之中。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
关键词： 肿瘤坏死因子；凋亡；坏死；SWATH 定量质谱；蛋白复合物 
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Abstract 
 
Tumor necroptosis factor (TNF) signaling pathway is related to many 
human diseases. TNF induced cell apoptosis and necroptosis, which is 
one of the research hotspots in innate immunity, play an important part in 
immune and inflammation. As a regular cell-line, L929 is widely used in 
research of TNF induced cell death. We investigated the regulation 
mechanism of TNF induced protein complexes, such as CoIP purified 
TNF-R1-associated complexes, RIPK1- associated complexes, 
NEMO-associated complexes, RIPK3-associated complexes, and 
MLKL-associated complexes, by SWATH quantitative mass spectrometry. 
Through analyzing the SWATH quantitative MS data of TNF treated 
time-course samples of the above complexes. We identified 16 proteins 
without reported to be involved in TNF signaling. Furthermore, we tried 
to find the function in regulation of TNF induced cell death of these 
proteins by CRISPR-Cas9 gene knock-out and protein Pulldown assay. 
Finally, we found DCAKD KO would partially affect TNF induced cell 
death, of which the mechanism still remains to be elucidated. 
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报告正文 
1. 研究背景 
1.1 肿瘤坏死因子（tumor necroptosis factor, TNF）与细胞死亡 
1.1.1 TNF 细胞因子简介 
TNF 是人体内重要的细胞因子，其在细胞死亡[1-3]、炎症[4]和先天性免疫[5]
中起着关键性的作用。研究证明，其与一系列人类疾病有关，如脓血症(Sepsis)[6]，
糖尿病(Diabetes)[7, 8]，癌症(Cancer)[9]，骨质疏松(Osteoporosis)[10]，多发性硬化症
(Multiple Sclerosis)
[11]，类风湿关节炎 (Rheumatoid Arthritis)[12]和炎症性肠病
(Inflammatory Bowel Diseases)
[13]等。因此，研究 TNF 信号通路的机制对于这些
疾病相关病理模型的建立和治疗靶点的寻找，有着极其重要的指导意义。 
 
 
图 1 TNF 信号通路[14] 
 
一般来讲，TNF 刺激细胞会激活三个信号通路。其中，第一个通路会诱导
NF-κB(nuclear factor-κB)活化，第二个通路会诱导MAPK(mitogen-activated protein 
kinase)活化，第三个通路则会诱导细胞死亡——根据细胞类型的不同，有些细胞
会发生凋亡(Apoptosis)，而有些细胞则会发生坏死(Necroptosis)。根据已知的研
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究数据，细胞凋亡和坏死的调控是由 CASP-8，FADD，RIPK1 和 RIPK3 形成的
蛋白复合物主导的。其中，CASP-8 是促凋亡蛋白，RIPK3 是促坏死蛋白，RIPK1
不同的表达水平会造成凋亡、坏死的切换，而 FADD 主要起衔接和调控作用（图
1）[14]。目前研究发现，RIPK3 和 CASP-8 会相互抑制各自的活性，但是对于细
胞最终的凋亡或坏死是如何选择的，以及是否有新的蛋白参与这个选择的过程，
现在还没有明确的机制阐明。 
鼠纤维原细胞系 L929 作为研究 TNF 信号通路的常用细胞株，其在受到 TNF
刺激之后，NF-κB 信号通路和细胞坏死信号通路会被启动[15]。另外，缺失 ripk3
基因 L929 细胞在受到 TNF 刺激之后，NF-κB 信号通路和细胞凋亡信号通路会被
启动[1]。因此，我们拟以 L929 细胞作为细胞模型，利用亲和纯化技术联合质谱
技术(affinity purification- mass spectrometry, AP-MS)[16]来深入研究 TNF 介导的细
胞凋亡与坏死的选择机制。首先，我们将纯化获得在 TNF 诱导的 L929 细胞发生
凋亡或坏死前的多个时间点中由 CASP-8，FADD，RIPK1 和 RIPK3 构成的蛋白
复合物，然后利用定量质谱技术定量分析这些复合物中关键蛋白的含量变化及磷
酸化修饰发生的时间点。一方面我们会对所获得的定量质谱的数据进行深度挖
掘，建立起高精度定量的细胞凋亡与坏死相关蛋白复合物的动态图谱及磷酸化修
饰图谱，通过图谱研究凋亡或坏死的选择机制；另一方面，通过定量分析，一些
参与细胞凋亡或坏死信号通路选择过程的新的关键蛋白和磷酸化位点可能会被
发现。 
 
 
1.1.2 细胞凋亡 
细胞凋亡是借用古希腊语，以秋天凋落的树叶来比喻细胞的死亡状况，它是
一种主动性细胞死亡方式。1972 年 Kerr 最先提出这一概念，他发现结扎大鼠肝
的左、中叶门静脉后，其周围细胞发生缺血性坏死，但由肝动脉供应区的实质细
胞仍存活，只是范围逐渐缩小，其间一些细胞不断转变成细胞质小块，并伴有炎
症。 
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凋亡细胞的主要特征是： 
a. 染色质聚集、分块于核膜上，胞质收缩，最后核断裂，细胞通过出芽的
方式形成许多凋亡小体； 
b. 凋亡小体内有结构完整的细胞器，还有凝缩的染色体，可被邻近细胞吞
噬消化，因始终有膜封闭，没有内容物释放，故不会引起炎症； 
c. 凋亡细胞中仍需要合成一些蛋白质； 
d. 核酸内切酶活化，导致染色质 DNA 在核小体连接部位断裂，形成约 180 
bp 整数倍的核酸片段，凝胶电泳图谱呈梯状； 
e. 细胞凋亡通常只引起生理性变化。 
 
细胞凋亡主要是由一类叫做 Caspases 的天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶
（cysteine protease）的激活引起的。Caspases 可以选择性地在含天冬氨酸（aspartic 
acid）残基的四肽结构的 C 末端切割。Caspases 以没有活性的酶原形式
——Procaspases 合成，其自身内部保守的天冬氨酸残基位点经水解后被激活，激
活的 Caspases 又可作用于自身和其它 Procaspases。 
Caspases 在凋亡过程起了重要作用，它们参与瓦解细胞核，同时降解多种胞
内蛋白，包括：结构蛋白、信号蛋白、转录调控蛋白和周期蛋白等等。在 TNF-α
诱导凋亡过程中，CASP-8 前体 proCASP-8 通过 FADD 结合到复合体上，此时
DISC（the death-inducing signaling complex）复合体形成[15]。在 DISC 中，通过
自剪切获得活性的 CASP-8 从 DISC 上释放下来，水解一系列下游的 Procaspases，
将其激活为成熟 Caspases，如 CASP-3，由此引发一系列级联反应，放大凋亡信
号，最终导致细胞凋亡[16-19]（图 2）。 
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图 2  细胞凋亡信号通路[20] 
 
1.1.3 细胞坏死 
细胞坏死(necrosis)是一类由化学因素(如强酸、强碱、有毒物质)、物理因素
(如热、辐射)或生物因素(如病原体)等环境因素伤害引起的细胞死亡现象，属于
被动性死亡,通常是病理性变化。坏死细胞的形态改变主要是由酶性消化和蛋白
变性两种病理过程引起的。 
细胞坏死初期，胞质内线粒体和内质网肿胀、崩解，结构脂游离、空泡化，
蛋白质颗粒增多，核发生固缩或断裂。随着胞质内蛋白变性、凝固或碎裂，以及
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嗜碱性核蛋白的降解，细胞质呈现强嗜酸性，原有的微细结构消失，细胞中 ATP
和蛋白质合成受阻或终止。在含水量高的细胞，可因胞质内水泡不断增大，并发
生溶解，导致细胞结构完全消失，最后细胞膜和细胞器破裂，DNA 降解，细胞
内容物流出，引起周围组织发生炎症反应。 
有些细胞在TNF-α或TNF-α和zVAD（人源细胞系还需要加SMAC Mimetics）
的刺激下，会发生坏死。其具体信号传递过程为：TNF-α 与 TNF-R1 结合使其三
聚化，三聚化的 TNF-R1 募集 RIPK1 并使其获得激酶活性后，RIPK1 可以结合
并激活 RIPK3，被激活的 RIPK3 可以磷酸化激活 MLKL，被磷酸化的 MLKL 可
以通过其 N 末端（N terminal）的四螺旋束（four-helix bundle）嵌入结合到细胞
膜上并破坏细胞膜使其穿孔，造成细胞内容物释放，从而导致细胞坏死[21-24]（图
3）。 
 
 
图 3  细胞坏死信号通路[25] 
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1.1.4 细胞凋亡与坏死的调控 
根据已知的研究数据，细胞凋亡和坏死的调控是由 CASP-8，FADD，RIPK1
和 RIPK3 形成的蛋白复合物主导的[1-3]。其中，CASP-8 是促凋亡蛋白，RIPK3
是促坏死蛋白，RIPK1 不同的表达水平会造成凋亡、坏死的切换，而 FADD 主
要起衔接和调控作用（图 1）[14]。另外，已有研究发现 RIPK3 和 CASP-8 会直接
或间接地相互抑制各自的活性。 
显然，细胞不会同时发生凋亡和坏死，而对于细胞最终的凋亡或坏死是如何
选择的，以及是否有新的蛋白参与这个选择的过程，目前还没有明确的研究报道。
鼠纤维原细胞系 L929 作为研究 TNF 信号通路的常用细胞株，其在受到 TNF 刺
激之后，NF-κB 信号通路和细胞坏死信号通路会被启动[26]。另外，缺失 ripk3 基
因 L929 细胞在受到 TNF 刺激之后，NF-κB 信号通路和细胞凋亡信号通路会被启
动[1]。因此，我们拟以 L929 细胞作为细胞模型，利用亲和纯化技术联合质谱技
术(affinity purification- mass spectrometry, AP-MS)[27]来深入研究 TNF 介导的细胞
凋亡与坏死的选择机制。首先，我们将纯化获得在 TNF 诱导的 L929 细胞发生凋
亡或坏死前的多个时间点中由 CASP-8，FADD，RIPK1 和 RIPK3 构成的蛋白复
合物，然后利用定量质谱技术定量分析这些复合物中关键蛋白的含量变化及磷酸
化修饰发生的时间点。一方面我们会对所获得的定量质谱的数据进行深度挖掘，
建立起高精度定量的细胞凋亡与坏死相关蛋白复合物的动态图谱，通过图谱研究
凋亡或坏死的调控机制；另一方面，通过定量分析，一些参与细胞凋亡或坏死信
号通路选择过程的新的关键蛋白可能会被发现。 
 
1.2 重叠窗口全数据获取(sequential window acquisition of all theoretical 
fragment ion spectra, SWATH)定量质谱技术[28] 
SWATH 定量质谱技术是 2012 年发展起来并迅速替代常规定量质谱技术的
一种数据不依赖的非标记定量质谱技术，具有较高的灵敏度和很好的重复性（图
4），是目前唯一能应用于对不同处理的多针样品进行全蛋白对比定量分析的质谱
技术[29]。通过 SWATH 全蛋白对比定量分析，不仅可以研究不同处理的样品中目
标蛋白的含量变化图谱，从而进一步研究多个蛋白之间的分子比例变化图谱，还
可以寻找并鉴定样品中与目标蛋白含量变化类似的其他蛋白，这对信号通路中蛋
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白复合物调控机制的研究非常有利。 
 
图4 常用定量质谱技术主要参数对比 
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2. 主要实验技术与方法 
2.1 细胞株的构建和相关蛋白复合物样品的制备 
2.1.1 细胞株的构建 
利用Cas-9基因位点特异性剪切介导的腺病毒重组修复方法，在野生型L929
细胞的ripk1基因5’端敲入3×flag表达基因的标签，获得表达3×Flag-RIPK1
蛋白的L929细胞株。通过体外原核表达纯化得到可以用来IP TNF-R1蛋白复合物
的3xFlag-TNFa。利用CRISPR-Cas9敲除技术联合慢病毒过表达技术得到表达
3xFlag-NEMO 、 RIPK3 和 MLKL 的 L929 细 胞 株 。 从 而 通 过 免 疫 沉 淀
(immunoprecipitation, IP)3×Flag标签富集得到TNF诱导产生的TNF-R1，
RIPK1，NEMO，RIPK3和MLKL蛋白相关复合物。（图5） 
 
 
图5 TNF信号通路主要蛋白复合物及其中的Flag标签融合蛋白 
 
2.1.2 TNF信号通路相关蛋白复合物样品的制备 
用 TNF 刺激表达各 L929 细胞株，在细胞开始凋亡或坏死前的一系列时间点
收取细胞（包括不加 TNF刺激的无处理组），并用 M2 anti-Flag抗体偶联的琼脂
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糖珠 IP并洗涤，最后洗脱得到这一系列时间点的 TNF信号通路相关蛋白复合物。 
 
2.2 绘制TNF信号通路相关蛋白复合物的动态图谱 
将上述获得的 TNF 信号通路相关蛋白复合物样品充分酶解为适合质谱检测
的肽段，并用 Triple-TOF 5600液相色谱联用质谱仪进行 SWATH定量分析，以获
取各样品中所有肽段的定量数据。然后根据各个肽段在不同时间点的定量数据，
绘制出其对应蛋白在细胞凋亡或坏死不同进程中的动态变化图谱及磷酸化修饰
图谱，从而得到细胞凋亡与坏死相关蛋白复合物的动态图谱及磷酸化修饰图谱。 
 
2.3 鉴定参与TNF诱导的细胞死亡调控的新蛋白 
根据 TNF 信号通路各相关蛋白复合物的动态图谱，研究其在参与蛋白和各
参与蛋白比例等方面的区别。从而发现已知蛋白在 TNF 信号通路中的关键调节
作用，并发现可能参与 TNF 诱导的细胞死亡调控的新蛋白。利用 CRISPR-Cas9
基因敲除、免疫共沉淀(complex immunoprecipitation, CoIP)和相互作用蛋白
Pulldown等技术对鉴定到的蛋白进行功能性验证，确认其在 TNF 诱导的细胞死
亡中的调控作用。 
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3. 实验结果 
3.1 构建相关的L929细胞株 
利用 Cas-9基因位点特异性剪切介导的腺病毒重组修复方法，在野生型 L929
细胞的 ripk1基因5’端敲入 3×flag表达基因的标签，获得表达 3×Flag-RIPK1
蛋白的 L929 细胞株。通过体外原核表达纯化得到可以用来 IP TNF-R1 蛋白复合
物的 3xFlag-TNFa。利用 CRISPR-Cas9敲除技术联合慢病毒过表达技术得到表达
3xFlag-NEMO、RIPK3 和 MLKL 的 L929 细胞株。最终，我们成功获得了以上所有
细胞株的单克隆，并测试其在 TNF 诱导的细胞死亡中各项表型、分子 Marker 等
的一致性。 
 
3.2 证明敲入的FADD可以和基因编辑过的RIPK1、RIPK3等蛋白相互作用 
在用 TNF刺激野生型 L929细胞后，我们通过 FADD抗体免疫沉淀内源的 FADD，
可以检测到被 FADD 共沉淀下来的 RIPK1，RIPK3。若用 TNF 与 zVAD（CASP-8 抑
制剂）刺激野生型 L929 细胞，还可以检测到 CASP-8。因此，我们通过免疫沉淀
FADD免疫共沉淀其与 RIPK1和 RIPK3等形成的蛋白复合物是可行的。（图 6） 
 
 
图 6 Western Blot分析 FADD免疫共沉淀样品 
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